Mécanismes d'inhibition de l'apoptose par la procaspase-2S : effet sur la formation des corps apoptotiques by Parent, Nicolas
i/3)tfl
Université de Montréal
il
Mécanismes d’inhibition de l’apoptose par la procaspase-2$; effet sur la formation
des corps apoptotiques
par
Nicolas Parent
Programme de biologie moléculaire
Faculté des études supérieures
Mémoire présenté à la faculté des études supérieures
en vue de l’obtention du grade de M Sc.
en biologie moléculaire
décembre, 2004
© Nicolas Parent, 2004
ç
1— ,N
uÏ
Université
de Montréal
Direction des bibliothèques
AVIS
L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduire et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la ptopriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author of this thesis or dissertation has granted a nonexciusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommeccial educational and
research purposes.
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise teproduced without
the author’s permission.
In compliance with the Canadian Ptivacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does flot represent any loss of
content from the document.
mUniversité de Montréal
faculté des émdessupéileures
Ce mémoire intitulé:
Mécanismes &iiihîbitirni de rapoptose par la. procaspase-2S; effet sar k. formatioa
des corps apoptotiques
présenté par:
Nicolas Parent
a été évalué par un jury composé des personnes suivantes:
président-rapporteur
directeur de recherche
membre du jury
iv
3. RÊSÏIPvIÈ
Les caspases sont des protéases généralement associées à l’apoptose.
LTépissage alternatif des gènes des caspases peut conduire à là prodùction
d’isoformes aux propriétés pro- bu antF-apoptotiques, càntribuant à la régulation
de la cascade apoptotique. La procaspase-2S, isoforme courte issue du gène de la
caspase-2, a été décrit pour prévenir sélectivement le bourgeonnement
membranaire et la formation des corps apoptotiques dans les cellules monocytaires
U937 exposées à l’étoposide. Nos travaux montrent l’inhibition de la protéolyse et
de l’activation de la procaspase-3 .par la surexpression de la procaspase-2S dans les
cellules Namaiwa, ce qui prévient le clivage et l’activation de la protéine ROCK-l.
Uinhibition de Vactivation de ROCK-l corrèle avec le retard prolongé du
bourgeonnèment membranaire et de la formation des corps apoptotiques. Des
expériences d’immunoprécipitations réciproques indiquent que la procaspase-2S se
lie spécifiquement à la procaspase-3 dans les cellules Namaiwa, traitées ou non à
Pétoposide, ce qui expliquerait certaines propriétés anti-apoptotiques associées à la
procaspase-2S.
MOTS CLÉS Apoptose, bourgeonnement membranafre, procaspase-2S, caspase-3,
corps apoptotiques, étoposide, fragmentation de l’ADN, cellules Namaiwa, ROCK
1.
V4. ABSTRACT
Caspase are evolutionary conserved proteins often associated with
programmed celi death. Alternative spilcing of some caspase genes Ieads to
production of pro- and anti--apoptotic isoforms that play a role in the in caspase
cascade regulation. Procaspase-2S, a short isoform of the caspase-2 gene, has been
recendy reported to selectively prevent membrane blebbing and apoptotic body
formation in human monocytic-lilce kulcemia U937 ceils after etoposide
treatment. Here, we show that procaspase-2S overexpressed in human B
lymphoma Namaiwa ceils inhibits procaspase-3 processing and activation, thus
preventing cleavage and activation of the Rho GTPase-associated ROCK-1 kinase.
Lack of ROCK-1 activation in Namalwa ceifs correÏates with a sustained delay in
the appearance of membrane blebbing and apoptotic body formation following
etoposide treatment. Reciprocal coimmunoprecipitation experiments indicate that
procaspase-2S specifically binds to procaspase-3 in untreated and etoposide
treated Namaiwa cefis. These data suggest that procaspase-2S-mediated anti
apoptotic effects are associated with. the inhibition of caspase—3 processing and
activation in etoposide-treated ceils.
KEYWORDS: Apoptosis, apoptotic bodies, procaspase-2S, caspase-3, DNA
fragmentation, etoposide, membrane bIebbing, Namalwa ceil lime, ROCK-1.
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9. RECENSION DE LA LITrÉRATURE
L’apoptose est un processus physiologique actif et contrôlé menant à la
mort d’une cellule. Elle se distingue d’autres formes de mort cellulaire par la
succession ordonnée d’événements morphologiques et biochimiques spécifiques:
perte des complexes d’adhésion et détachement de la matrice cellulaire,
fragmentation internucléosomale de l’ADN et condensation périnucléafre de
celui-ci, contraction de la membrane cellulaire, externalisation de
phosphatidylsérines, suivie par l’apparition de bourgeonnements (blebs) qui
culminent avec la formation de corps apoptotiques renfermant le contenu
cellulaire.’ Tandis qu’une cellule mourrant par nécrose libère son contenu dans
l’environnement tissulaire adjacent engendrant une réponse inflammatoire, la
cellule apoptotique va se morceler en une multitude de vésicules, dont les parois
demeurent intactes, et qui seront « proprement » éliminées par phagocytose par les
cellules adjacentes.’-3 L’apoptose joue ainsi un rôle primordial dans de nombreux
aspects de la vie des organismes pluricellulaires, les animaux en particulier. La
mort cellulaire programmée est essentielle lors du développement embryonnaire
en permettant l’assemblage cohérent de structures cellulaires complexes.4-8
L’apoptose assure ensuite à l’organisme mature la cohésion des cellules entre elles,
contrôlant le renouvellement et l’intégrité cellulaire et tissulaire.9-’3 Dans certaines
situations physiologiques tel que le vieillissement, on constate une perturbation de
la cascade signalétique apoptotique, conséquente à des mutations génétiques au
sein des gènes régalant le processus apoptotique ou induite par des mécanismes de
survie de certains virus, qui peut être au coeur d’une variété de pathologies
humaines.’4’7 Une perte de contrôle des mécanismes de régulation de l’apoptose,
dans un contexte où celle-ci est insuffisante et que la mort ne compense pas
l’augmentation de la prolifération cellulaire, est intimement liée au De
2même, on associe la diminution de la sensibifité cellulaire à l’apoptose aux
maladies auto-immunitaires puisque l’apoptose serait requise pour une
présentation adéquate des auto-antigènes, étape essentielle à la reconnaissance de
l’organisme par le système immunitaire.’32427 À l’opposé, une augmentation de
l’apoptose est évidente dans certaines maladies dégénératives aigués et
chroniques28’°, dans les syndromes d’immunodéficienc&’ et dans des cas
d’infertilité.32
9.1 Les principales molécules de l’apoptose
Les premières études génétiques sur la mort cellulaire programmée,
réalisées sur le nématode Cnorhabdids e1egans, ont conduit à la découverte des
bases de la machinerie moléculaire apoptotique. Chez cet organisme, la voie de
signalisation apoptotique implique fondamentalement la participation de quatre
gènes codants pour les protéines egl-1, ced-3, ced-4 et ced-9.35 Parmi elles, ced-3
constitue la protéine initiatrice de l’apoptose. Ced-3 est activée par une protéine
adaptatrice, ced-4. À son tour, l’activité pro-apoptotique de ced-4 est directement
régulée par la protéine anti-apoptotique ced-9. Enfin, la régulation négative de
ced-9 sur ced-4 peut être supprimée par l’action d’egl-l, qui aura pour effet de
promouvoir l’apoptose39’2 (Figure 1, page 3).
Au ifi de l’évolution animale, la composition de la machinerie apoptotique
s’est développée si bien que chez les mammifères, par exemple, il existe pour
chacun des gènes identifiés chez C elegans une famifie de gènes correspondants
(Figure 1, page 3). La protéine Ced-9 présente beaucoup d’homologie avec les
protéines de la famille de l’oncogène bd-2. Celles-ci
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Figure 1: La machinerie apoptotique est conservée du nématode Cienorhabdids
e]egans jusqu’aux mammifères.
4possèdent diverses combinaisons de domaines BH, classés de 1 à 4. On retrouve les
protéines anti-apoptotiques Bd-2, Bcl-xL, Mci-l, A-l/Bf-l/Grs, Bd-w, Brag-l,
Boo/Diva, Bcl-B/Bcl-2L-lO et Bcl-xES, constituées d’au moins un domaine BH1 et
BH2 ou de tous les quatre domaines BI-I, et les protéines pro-apoptotiques Bax,
Bak, Bcl-xS, Mtd/BokjBod, Bcl-rambo et Bcl-gL comportant des combinaisons de
domaines BI-Il à BH3 (revu dans ). Quant à elle, la protéine de C elegans egl-1,
contenant seulement le domaine BH3, est homologue aux activateurs de mort
cellulaire des mammifères, membres eux aussi de la famille de Bd-2, incluant
Bik/Nbk, Bid, Hrk, Bad, Bim et BNip3, Nix, Puma/Bbc3, Noxa, etc (revu dans ).
Les différents homologues de Bd-2 exercent leur action, du moins en partie, en
interagissant physiquement en fonction de l’environnement cellulaire et de leur
localisation, formant ainsi un réseau complexe et dynamique d’homo- et d’hétéro
oligomères qui réguleront, entre autres, la perméabifisation de la membrane
externe de la mitochondrie, une organelle jouant un rôle majeur dans la
machinerie apoptotique (revu dans 45).
L’homologue humain de la protéine ced-4 est la protéine adaptatrice Apaf
1, faisant elle aussi partie d’un groupe grandissant de protéines, les Apaf-like, dont
les actions favorisent globalement l’apoptose.53 Ces molécules, par l’entremise
d’un domaine d’interaction protéine-protéine spécifique CARD, recrutent
certaines procaspases, entraînant subséquemment leur activation. Un autre type
de domaine est retrouvé sur les Apaf-like, le domaine Walker ou NED. Ce
domaine est un site de liaison aux nucléotides qui agissent comme co-facteurs.
Enfin, les Apaf-llke portent également des séquences répétées riches en acides
aminés spécifiques tels que tryptophane-acide aspartique (WD) ou leucine
arginine-arginine (LRR), qui jouent un rôle essentiel dans la structure de ces
protéines (revu dans ).
5La protéine Ced-3 du nématode est associée à la famille d’enzymes
protéolytiques des caspases, anciennement nommées ICE-like à cause de
l’homologie de certains membres de cette famille avec l’ICE.55’56 Ces protéines
possèdent une fonction catalytique très spécifique dirigée contre une cystéine
mais distincte des autres protéases spécifiques à la cystéine, par la nécessité d’un
résidu d’acide aspartique précédant le site de protéolyse. Il s’agit d’une activité
protéolytique pratiquement exclusive aux caspases. Une autre enzyme possède
cette activité catalytique: il s’agit de la protéine granzyme B, une molécule
sécrétée par des cellules du système immunitaire afin de provoquer la mort de
cellules infectées par des virus. La granzyme B induit d’ailleurs l’activation de
certaines caspases.57 Qjael que soit le type cellulaire ou la manière d’induire
l’apoptose, une activité cystéine protéase spécifiquement associée aux caspases est
généralement détectée. Les caspases sont donc au coeur du processus apoptotique
(revu dans 58).
Au moins quatorze caspases ont été identifiées chez les mammifères dont
onze sont retrouvées chez l’homme. Les caspases ont été classées en trois groupes
selon leurs substrats.9 Dans le premier groupe, on retrouve les caspases-l, -4, -5
et -13 dont la spécificité catalytique est plutôt associée à la transformation et la
maturation des cytokines dans le processus inflammatoire. De plus, aucun des
polypeptides clivés dans la cellule apoptodque ne contient les résidus
hydrophobes nécessaires à l’activité des caspases du groupe I. Dans le deuxième
groupe, composé des caspases-2, -3 et -7, on remarque une spécificité
protéolytique presque indiscernable de celle de la protéine ced-3 de C elegans. Le
motif catalytique préférentiellement ciblé par les caspases du groupe II est
retrouvé dans un très grand nombre de protéines clivées dans le processus
apoptotique, ce qui est cohérent avec leur rôle d’effecteurs majeurs de l’apoptose.
6Enfin, les caspases du troisième groupe, soit les caspases-6, -8, -9 et -10 auront
pour cibles privilégiées des motifs protéiques qui sont surtout présents aux sites de
maturation des caspases des groupe II et III, faisant d’elles des initiateurs idéaux de
l’apoptose (revu dans 60).
Les caspases sont exprimées sous forme de zymogène ou procaspase
inactive nécessitant leur protéolyse afin de générer la forme active de l’enzyme,
un hétérotétramère composé d’une longue et d’un courte sous-unité arrangées en
hétérodimères.61 En plus des régions qui constituent les deux sous-unités de
l’enzyme active, les procaspases contiennent un prodomaine dans la région amino
terminale qui varie en longueur selon la fonction de la caspase. On regroupe ainsi
les caspases impliquées dans le processus apoptotique en deux catégories, soit les
caspases initiatrices (caspases-2, -8, -9 et -10) ou effectrices (caspases-3, -6 et -7)
de l’apoptose. Les caspases initiatrices sont caractérisées par un long prodomaine
(>90 acides aminés) tandis que chez les caspases effectrices, le prodomaine est plus
court (20-30 acides aminés) ou absent. On retrouve deux modules d’interaction
protéine-protéine distincts sur les longs prodomaines, DED et CARD, qui
permettront aux caspases initiatrices d’être recrutées et d’initier le processus
moléculaire apoptotique (revu dans 56).
Finalement, il existe un certain nombre de protéines apparues au cours de
l’évolution animale qui interviennent de diverses manières dans la machinerie
moléculaire apoptotique. Il y a les lAPs, une famille de protéines cytosoliques
comptant au moins huit membres qui inhibent l’activation des caspases par
l’entremise de motifs d’interaction BIR. Ces protéines permettraient d’éviter
l’activation basale des caspases-3, -7 et -9 dans un contexte cellulaire normal (revu
dans ). Cette inhibition peut toutefois être supprimée par la liaison des protéines
7lAPs avec les protéines Smac/DIABLO65’, OMI/Htra269 et XAF170, qui sont
retrouvées dans l’espace intermembranaire de la mitochondrie en compagnie
d’autres molécules pro-apoptotiques. Parmi celles-ci, signalons le cytochrome
c71’n, l’activateur de nucléase AIF, une endonucléase apoptotique EndoG74 ainsi
qu’une réserve de procaspases-2, -3, -8 et _9778
9.2 Les voies d’activation de l’apoptose
Les procaspases possédant un long prodomaine sont reconnues comme les
molécules initiatrices de l’apoptose. Dans la cellule humaine, il existe une famille
de récepteurs membranaires pouvant induire la mort cellulaire par l’entremise des
caspases initiatrices. Il s’agit des récepteurs de mort cellulaire de la famille des
TNFR regroupant Fas/APO-l/CD95, TNF-Rl, DR-3, DR-4, DR-5 et DR-6 (revu
dans 79). Des protéines adaptatrices spécifiques telles que FADD/MORT1 et
TRADD pourront se lier aux récepteurs, stimulés par leurs ligands respectifs, via
un module d’interaction commun à ceux-ci, le DD. À leur tour, FADD/MORT1 et
TRADD vont lier les procaspases-8 et -10 par l’entremise de modules d’interaction
protéine-protéine DED retrouvés sur leurs prodomaines° afin de former un
large complexe d’activation, le DISC.79 Similairement, la procaspase-2L, via le
module d’interaction CARD présent sur son prodomaine, pourra être recrutée par
la protéine adaptatrice RAIDD/CRADD.’85 Celle-ci se liera à TRADD par
l’entremise de la protéine RIP afin de permettre le recrutement de la procaspase
2L au récepteur de mort 1]’TFRl. La proximité résultant de l’agrégation de
plusieurs molécules de procaspases au niveau des récepteurs de mort permettra
leur activation par auto-protéolyse. Cette première voie d’initiation de l’apoptose
8par les caspases est la voie extrinsèque ou la voie des récepteurs de mort
cellulaire79’ (Figure 1, page 3).
Une seconde voie d’initiation de l’apoptose requiert la participation de la
mitochondrie, c’est la voie intrinsèque ou la voie mitochondriale. La
perméabifisation de la membrane de celle-ci, pouvant être induite par une
multitude d’insultes cellulaires incluant les dommages à l’ADN, les chocs
thermiques et le stress oxydatif, va conduire à la relâche dans le cytoplasme de
plusieurs facteurs apoptogéniques, dont le cytochrome c.7’’ Le cytochrome c, en
présence de dATP, va s’associer avec la protéine adaptatrice Apaf-l pour conduire
à la formation d’un autre complexe d’initiation de l’apoptose, l’apoptosome, qui
permettra l’activation de la caspase-9.47’899° Cette liaison entre la procaspase-9 et
Apaf-1, à l’instar de la procaspase-2L, s’effectue par le module d’interaction CARD
partagé par les deux molécules. Enfin, la protéine pro-apoptotique Bid, de la
famille des Bd-2, permet de lier la première et la seconde voie d’activation de
l’apoptose. La protéine Bid pourra ftre protéolysée par les caspases-2, -8 ou -10
afin de générer un fragment actif, tBid, ayant la capacité d’induire la
perméabifisation de la membrane mitochondriale et de provoquer la relâche du
cytochrome c91 (Figure 1, page 3).
finalement, une autre voie d’initiation de l’apoptose a été mise en évidence
dans des cellules déficientes en protéines Apaf-l et procaspase-9. Cette voie
implique la procaspase-2L et précède vraisemblablement la voie mitochondriale.
Elle est initiée suite à des dommages à l’ADN causés par des drogues
génotoxiques9398 et n’engagerait pas la voie des récepteurs de mort cellulaire, du
moins pas le récepteur Fas/APO-1/CD95Y9 D’affleurs, un complexe stable,
comprenant les protéines PIDD et RAIDD et conduisant à l’activation la caspase
92L a été récemment décrit’°° (Figure 1, page 3). Cette voie d’initiation de
l’apoptose pourrait alors reléguer la voie mitochondriale à un rôle secondaire, soit
à une fonction d’amplification du signal apoptotique comme il a été suggéré par
certains auteurs.54”°”°2
9.3 La cascade des caspases
Indépendamment de la voie d’activation empruntée, les zymogènes des
caspases constituent des substrats des caspases initiatrices actives. Ceci permettra
d’une part d’amplifier la réponse apoptotique en activant plus de caspases
initiatrices (i.e. caspases-2, -8, -9 et -10) et, d’autre part, de poursuivre la cascade
signalétique en activant les caspases effectrices (i.e. caspases-3, -6 et -7): c’est la
cascade des caspases.’°3 Ces dernières pourront alors cibler un large éventail de
substrats cellulaires qui mèneront la cellule à sa destruction biochimique et
morphologique. Des expériences d’électrophorèses à deux dimensions (2-D gel
electrophoresis) comparant des cellules saines à des cellules apoptotiques
indiquent qu’il y aurait plus de 200 polypeptides clivés durant ce processus.’°4
Parmi les cibles des caspases, on retrouve l’inhibiteur DFF45fJCAD105 dont
l’inactivation par clivage permet l’activation de la nucléase DFf4O/CAD’°6,
responsable de la dégradation internucléosomale de l’ADN, une caractéristique
reconnue de la cellule apoptotique.’°7 Plusieurs autres protéines impliquées dans le
métabolisme et la réparation de l’ADN et dans l’organisation de la chromatine
seront ciblées par les caspases. Mentionnons entre autres la protéine PARP’°8,
l’unité catalytique de la protéine DNA-PK’°9, une composante de la petite
ribonucléoprotéine Ui110, la protéine RAD51”, les topoisomérases I et 11112113, la
protéine de réplication de l’ADN RF-C l40” et une protéine constituant la
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matrice des chromosomes SAF-A.”5 Les caspases effectrices vont aussi cliver
quelques protéines impliquées dans la régulation du cycle et de la prolifération
cellulaires telles que la protéine oncogénique pRB”6 et les protéines du cycle
cellulaire p21 et p27.”7 Enfin, on retrouve parmi les substrats des caspases une
panoplie de protéines qui participent à certaines voies de signalisation cellulaire.
Par exemple des protéines kinases comprenant les isoformes Œ, 3-1, 6, 0 de la
protéine kinase C 118-121, les protéines PRK2’22, PKN’23, CaMKIV’24, Mstl et Mst2’25,
Rail, Aktl’26, une kinase kinase de la voie des MAP, MEKK’27, pour ne
mentionner que celles-ci. La protéolyse par les caspases de plusieurs protéines
essentielles à l’homéostasie cellulaire va altérer les fonctions assurées par ces
dernières et compromettre la cellule apoptotique dans un processus
d’autodestruction biochimique irréversible et, ainsi, induire une série ordonnée de
transformations morphologiques menant au démantèlement de la cellule sous la
forme de corps apoptotiques (revu dans 128129).
9.4 Les changements morphologiques caractéristiques de la cellule apoptotique
Une première manifestation morphologique d’une cellule en apoptose est
son détachement de la matrice extracellulaire. Plusieurs protéines composant les
complexes focaux d’adhésion, qui assurent l’adhérence cellulaire à la matrice’30,
sont aux nombres des cibles des caspases incluant 1311’a-actinine, FAK, la taline, la
plakoglobin et CAS.’31 De plus, les caspases clivent certaines protéines dont les
fonctions sont liées à l’adhésion intercellulaire, par exemple la -caténine’,
certaines cadhérines’35 et la plakoglobine.’ La perte des sites focaux d’adhésion et
des jonctions intercellulaires, résultant de la protéolyse des constituants cellulaires
par les caspases, conduira d’une part au détachement des éléments structuraux
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environnants la cellule et, d’autre part, à la diminution des jonctions entre la
membrane et le cytosquelette. De plus, la perte des interactions de la cellule avec
sa matrice va interrompre certains signaux de survie, poussant un peu plus la
cellule vers son funeste destin.’
Concomitamment, la cellule adoptera une morphologie arrondie et
contractée, reflétant un réarrangement important du cytosquelette d’actine. Tout
le dynamisme de ce processus implique nécessairement une participation active du
réseau d’actine-myosine qui assure la génération de forces contractiles. La
contraction du réseau d’actine, réorganisé en anneau cortical, va amener la cellule
à adopter une morphologie circulaire contractée (Figure 2, page 12). Plusieurs
effecteurs cellulaires sont responsables des ces changements morphologiques, la
protéine ROCK-l, entre autres, y tient im rôle majeur (revu dans 137).
ROCK-l est une kinase spécifique aux résidus sérine/thréonine qui est
activée lorsqu’elle se lie à la GTPase Rho, ce qui induit le déplacement de son
domaine auto-inhibiteur et libère son site cata1ytique) D’une part, ROCK-l
contribue à la stabilisation du ifiament d’actine par l’activation des kinases LIM-l
et _2139,1b0 qui vont inactiver à leur tour la coffiine, une protéine qui dégrade le
filament d’actine. D’autre part, la protéine ROCK-1 active mDial, une protéine de
la famille des formines, qui favorise la polymérisation de l’actine.’41’142 ROCK-l
peut aussi activer directement les MLC, inhiber les phosphatases des MLC’, et
supprimer l’inhibition de l’activité de la myosine induite par la ca1ponine1 et la
protéine CPI-17’46. Globalement, ROCK-l participe à la génération de forces
contractiles par le réseau d’actine-myosine et, ainsi, soutient la régulation de
processus de migration, d’adhésion et de phagocytose dans un contexte cellulaire
non apoptotique (Figure 3, page 13).
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Figure 2: Le destin d’une cellule en culture (Namaiwa) exposée à l’étoposide. La
cellule adopte une morphologie arrondie et contractée. La chromatine
se condense et le noyau se fragmente. Suite à la dissolution de la cellule,
le contenu intracellulaire se retrouve réparti dans de petites vésicules
provenant des bourgeonnements (blebs) de la membrane: les corps
apoptotiques.
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LIM CPI-17 MLC I MLC-Pkinases Calponine ph osphatases
/1
Cofihine
Activite de la myosine
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Figure 3: Les voies de signalisation des protéines kinases ROCK-1 (en noir) et
PAK2 (en rouge). Ces protéines kinases, bien qu’elles agissent globalement sur les
mêmes cibles protéiques, prendront part à des processus cellulaires différents,
hormis bien siir l’apoptose.
14
Cependant, la protéine ROCK-l est une cible de la caspase-3, qui pourra
l’activer dans un contexte apoptotique. La caspase-3 va cliver le domaine auto-
inhibiteur de ROCK-1 afin de générer une forme tronquée très active. Cette forme
tronquée de ROCK-1 agit essentiellement sur les mêmes cibles que la forme
entière mais les effets sur celles-ci seront plus importants et les conséquences,
dramatiques pour la cellule.’47 À mesure que la contraction du réseau d’actine
myosine progresse, la pression intracellulaire croissante va créer des
bourgeonnements (blebbing) au niveau des régions de la membrane cellulaire où
les liens avec le cytosquelette sont moins solides. Ceux-ci constitueront les
précurseurs des corps apoptotiques.’ (Figure 2, page 12) De plus, il a été montré
que ROCK-1, activée dans un contexte apoptotique, est essentielle et suffisante au
processus de bourgeonnement caractéristique de la membrane de la cellule en
apoptose et à la formation des corps apoptotiques.’49”5°
D’autres effecteurs cellulaires peuvent être ainsi activés et contribuer
aux changements morphologiques associés à l’apoptose. La protéine PAK2, une
kinase du même type que ROCK-1, est stimulée par deux autres petites GTPases,
Cdc42 et Rac, et participe à la formation de structures dynamiques périphériques
telles que l’ondulation (ruffle) de la membrane et les structures de lameffipodia et
de ifiopodia par l’entremise de cibles protéiques identiques pour la plupart à celles
de ROCK-1, et ce, nonobstant l’activité kinase de PAK2 qui ne soit pas requise
pour ces processus.’51”52 (Figure 3, page 13). Cependant, ses actions sur le
cytosquelette diffèrent de celles de ROCK-1 puisque la forte activité kinase de
PAK2 induit une perte de fibres de stress et des complexes focaux d’adhésion,
possiblement attribuable à la déstabilisation du complexe actine-myosine et par
l’inhibition des kinases des MLC.’”54 Le clivage de PAK2 par la caspase-3,
engendre une forme de 34 kDa constitutivement active qui provoque ces mêmes
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modifications sur le cytosquelette.’53 Aussi, PAK2 semble être requise à la
formation des corps apoptotique dans certains modèles puisque des cellules
exprimant un forme dominante négative sont incapables de produire des corps
apoptotiques.’55 Enfin, on associera à PAK2 activée par la caspase-3, une
implication significative dans le démantèlement des fibres d’actine et des
structures du cytosquelette.’55 D’autres effecteurs cellulaires sont aussi susceptibles
de participer à ce processus, soit les protéines kinases SLK’, MST1’57 et
p38MAPK.’58
Un nombre considérable de protéines structurales du cytosquelette
cytoplasmique et nucléaire seront victimes de la protéolyse par les caspases
effectrices. On retrouve ainsi des protéines associées aux microfflaments d’actine
telles que la gelsoline’59, Gas216°, la fodrine, les ail- et II-spectrines’6’ et la
fflamine’62, des protéines constituant les filaments intermédiaires telles que la
kératine-18’ et la vimentin&& et des protéines de la membrane nucléaire telles
que la lamine A et B’65, LAP2’, et Nup153’. Le clivage par les caspases de ces
constituants du cytosquelette provoquera la perte des jonctions avec la membrane
et contribuera à la destruction de la cellule apoptotique. En outre, il a été montré
que la désorganisation du cytosquelette permettait d’accélérer l’activation de la
caspase-3, ce qui conduirait, en quelque sorte, à l’emballement de la cascade
apoptotique.167
Finalement, la condensation cellulaire va se poursuivre jusqu’à ce que les
contractions du réseau d’actine-myosine deviennent suffisantes pour séparer les
bourgeonnements remplis du contenu intracellulaire de la membrane (Figure 2,
page 12). Ainsi, la condensation cellulaire, combinée à la destruction du
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cytosquelette conduira à la formation des corps apoptotiques qui seront éliminés
de l’environnement adjacent en ne laissant pas ou peu de traces de la cellule.’47”
9.5 Le contrôle de l’activation des caspases
Avec des conséquences aussi dramatiques sur la cellule, l’activation de la
machinerie apoptotique nécessite une régulation fine et efficace. Globalement, le
sort de la cellule dépendra de l’équilibre entre l’action des molécules pro
apoptotiques et celle des molécules anti-apoptotiques. Ainsi, la cellule possède de
nombreuses ressources qui la protègent du recrutement spontané de caspases aux
récepteurs de mort cellulaire, de la perméabifisation de la membrane
mitochondriale et de l’activation inopinée des caspases (revu dans ). Ces
dernières vont être contrôlées par divers mécanismes tels que la régulation de leur
transcription, un phénomène associé à la réponse cellulaire aux agents toxiques de
la pharmacopée anti-cancéreuse et au développement de la résistance cellulaire à
ceux-ci.’69’7’ Les modifications post-traductionnelles contribuent aussi à la
régulation des caspases. Par exemple, la phosphorylation de la caspase-9, opérée
par Ras ou la kinase Akt, supprimera son activité protéo1ytique.’ La
compartimentation sub-cellulaire, quant à elle, fait en sorte d’empêcher les
protéines pro-apoptotiques d’interagir physiquement.’7176 La mitochondrie en est
un bon exemple. On retrouve dans l’espace intennembranaire de cette organelle
une panoplie de molécules pro-apoptotiques incluant le puissant inducteur
apoptotique qu’est le cytochrome c7”2, les protéines Smac/DIABLO65,
OMI/Htra26769, )C4F170, AIF, EndoG74 ainsi qu’une réserve de procaspases-2, -3, -
$ et _9•78 Suite à l’activation de la voie mitochondriale (figure 1, page 3), la
perméabifisation de la membrane de la mitochondrie va entraîner la relâche de ces
facteurs dans le cytosol qui pourront interagir pour favoriser globalement la
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cascade des caspases et l’induction de l’apoptose (revu dans 177). Par affleurs, les
caspases sont sensibles à la dégradation protéosomale, ce qui confère à la voie de
l’ubiquitine/protéasome un rôle de régulateur apoptotique (revu dans 178). Enfin, il
existe des isoformes issues de l’épissage alternatif des gènes de certaines caspases,
incluant les caspases-2, -6, -7, -8, -9 et -10 (revu dans 179) dont quelques-unes vont
posséder des propriétés anti-apoptotiques. Par exemple, l’isoforme courte de la
procaspase-9, la procaspase-9b, à laquelle il manque la portion correspondante au
précurseur d’une sous-unité de l’enzyme active, interfère avec la formation de
l’apoptosome et l’activation subséquente de la voie mitochondriale.18°”81 Une
isoforme de la caspase-8, la caspase-8a3, agit sensiblement de la même façon:
celle-ci entrave l’activation de la voie des récepteurs de mort cellulaire fas et
TNTR1.’82 Les isoformes issues de l’épissage alternatif constitueraient un moyen
supplémentaire de régulation de l’activation de la cascade des caspases.
9.6 L caspase-2
Le gène de la caspase-2, auparavant connue sous NEDD-2 ou Ich-1, a été
décrit initialement en relation avec le développement neuronal chez les
mammifères.1 La suppression du gène de la caspase-2 dans les souris révéla une -
intrigante complexité dans les rôles joués par ce gène dans le processus
apoptotique. D’abord, on retrouva chez les femelles une quantité anormalement
élevée de cellules germinales dans les ovaires ainsi que des oocytes résistants à
l’apoptose induite par des agents génotoxiques.’ À l’opposé, les neurones du
système nerveux sympathique présentaient une sensibifité accrue à l’apoptose
suivant leur privation en facteurs de croissance, comparativement aux mêmes
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cellules chez les animaux normaux.1 II apparaissait alors que ce gène pouvait
accomplir des fonctions opposées dans la signalisation de l’apoptose.
Effectivement, l’épissage alternatif de l’ARNprém de la caspase-2 conduit
à la production de quatre isoformes distinctes aux propriétés opposées: la
procaspase-2L, longue de 435 acides aminés et homologue à IGE/Ced-3, provoque
la mort cellulaire lorsqu’elle est surexprimée tandis que la procaspase-2S, amputée
de 123 acides aminés, confère une protection contre l’apoptose’85” (figure 4, page
19). Les deux autres isoformes, soit les caspases-2L-Pro et -2S-Pro, qui ne
possèdent que des portions incomplètes correspondant aux prodomaines des
isoformes auxquelles elles sont associées, interfèrent avec l’activation de la cascade
apoptotique’87 (Figure 4, page 19). Par ailleurs, l’augmentation de la transcription
et de l’épissage de l’ARNprém du gène de la caspase-2, conduisant à
l’accroissement de la présence de l’ARNm de la procaspase-2S, a été observée in
vitro dans les lignées cellulaires U937, HL6O et HeLa exposées à des drogues
endommageant l’ADN, suggérant que cette isoforme soutient un phénomène de
résistance à la chimiothérapie associé à certains cancers, ou provoque certains
effets secondaires dont l’inflammation.’69’”89 Enfin, l’augmentation de la
production d’ARNm de la procaspase-2S a été aussi constatée in vivo dans les
cellules mousseuses dérivées des macrophages (macrophage-derived foam ceils) au
niveau des plaques athérosclérosiques’, attribuant à la procaspase-2S une
fonction d’inhibiteur naturel de la cascade des caspases qui favorise la survie
cellulaire, dans ce cas-ci des macrophages exposés à divers agents cytotoxiques
produits par les plaques d’athéroscléroses.
La procaspase-2L, qui est pro-apoptotique, se distingue des autres
procaspases par une structure unique. D’une part, elle possède un long
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Figure 4: La structure schématisée des quatre différentes isoformes de la caspase
2. Les flèches indiquent les sites de clivage qui mèneront à la formation
de la caspase-2L active. Les sauts de lecture de l’épissage de l’ARNprém
sont représentés pour les caspases-2L-Pro et -2S-Pro ainsi que les
principaux motifs d’interaction protéine-protéine.
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prodomaine contenant le module d’interaction protéine-protéine CARD lui
permettant d’être recrutée par une protéine adaptatrice possédant le même
module et d’initier potentiellement la cascade des caspases (Figure 4, page 19).
D’autre part, elle présente une spécificité enzymatique très proche de celle des
caspases effectrices (Figure 4, page 19). Malgré le double rôle pressenti de cette
caspase, ainsi que la démonstration de sa participation dans le processus
apoptotique de types cellulaires et de stimulus vaflés’’91, on lui attribuait
difficilement jusqu’à récemment une action précise. De surcroît, le phénotype des
souris déficientes pour le gène de la caspase-2 n’était pas aussi dramatique, puisque
non létal, que celui des souris déficientes pour d’autres caspases ‘, ce qui suggérait
que les produits du gène de la caspase-2 devaient jouer des rôles de moindre
importance au sein de la machinerie apoptotique ou encore des fonctions
redondantes dans celle-ci, assumées par d’autres caspases dans les cellules de ces
souris.’’
Certaines évidences confirmèrent son rôle de caspase effectrice. On peut
observer l’activation de la caspase-2L suite à la protéolyse de son zymogène,
requérant l’action de la caspase-3’ ou de la protéine adaptatrice Apaf-1 et de la
caspase-9198’, et on lui découvrit au moins un substrat privilégié, soit la golgin
160.174 D’autres observations imputèrent un rôle à la caspase-2L dans l’initiation de
la cascade apoptotique. Bien que la caspase-2L ne puisse pas activer d’autres
procaspases sauf ellemême2œ, plusieurs études indiquent qu’elle peut induire la
perméabifisation de la membrane mitochondriale et permettre la relâche dans le
cytoplasme de facteurs pro-apoptotiques entraînant la mort de la cellule.93’°’204
Toutefois, le(s) mécanisme(s) sous-jacent(s) à son activation demeure(nt) vague(s).
D’abord, on reconnaît que deux molécules de procaspase-2L peuvent
s’homodimériser par l’entremise de leurs prodomaines et s’activer mutuellement
21
par auto-protéolyse.2°°6 De plus, la caspase-2L peut exercer son action sur la
mftochondrie malgré l’absence d’activité enzymatique.2 Enfin, l’activation de la
caspase-2L peut s’effectuer par oligomérisation dans un complexe indépendant
d’Apaf- Ainsi parmi plusieurs protéines adaptatrices proposées comme
partenaires à la formation d’un tel complexe, citons les protéines
RAIDD/CRADD, PACAP50, DEFCAP51, et PIDD.’°° Cette dernière semble être
une solide candidate depuis qu’il a été montré que PIDD pouvait former in vivo
un complexe tri-moléculaire stable comprenant la protéine RAIDD/CRADD et la
procaspase-2L et conduire à l’activation de la caspase-2L’°° Toutefois, on
s’interroge encore sur la signification physiologique de ce complexe puisqu’à lui
seul, il est insuffisant pour induire l’apoptose dans plusieurs lignées cellulaire,
malgré une fraction notable du réservoir de caspase-2L activée)œ L’induction de
l’apoptose dans ces cellules par le complexe procaspase-2L-RAIDD/CRADD-PIDD
nécessiterait la contribution d’un second signal inconnu associé au stress
cellulaire, ce qui relativise l’importance de ce complexe d’activation de la caspase
2L dans l’initiation de la cascade apoptotique induite par ce type de stimulus.10°
Par ailleurs, des interrogations demeurent quant à la localisation sub-cellulaire
d’un tel complexe d’activation puisque la caspase-2L peut être recrutée au
récepteur de mort cellulaire TNFR1 stimulé85, dans le noyau’, dans le réseau de
Golgi’74 ou dans le cytop1asme’ pour y former un complexe protéique.
Quant à elle, la procaspase-2S exerce des activités anti-apoptotiques
complexes. Dans le laboratoire, il a été remarqué que la surexpression de la
procaspase-2S dans la lignée monocytaire U937 pouvait moduler l’apoptose
induite par des dommages à l’ADN, notamment en inhibant sélectivement la
condensation de la chromatine, l’externalisation de phospharidylsérines à la
membrane et la formation de corps apoptotique.2°8 Un tel phénotype suggère que
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la procaspase-2S pourrait avoir une contribution singulière à la cascade des
caspases. Une interaction spécifique de la procaspase-2S avec la protéine ISBP a
déjà été décrite.2°9 L’interaction de la procaspase-2S avec ISBP prévient
partiellement la protéolyse et l’activation de la caspase-2L induite par l’activation
du récepteur de mort cellulaire TNFR1.2°9 Cependant, l’inhibition partielle de
l’activation de la caspase-2L peut difficilement expliquer à elle seule le phénotype
complexe observé avec les cellules U937 surexprimant la procaspase-2S. D’abord,
le motif catalytique de la caspase-2L, préservé sur la procaspase-2S (figure 4, page
19) est essentiel pour provoquer les effets observés dans les cellules U9372°8, mais
n’est pas requis pour l’interaction avec la protéine ISBP2°9 (Figure 4, page 19).
Ensuite, on impute à la caspase-3 des rôles dominants dans la signalisation
cellulaire conduisant à certaines modifications morphologiques associées à
l’apoptose, dont celles retrouvées avec le phénotype complexe des cellules U937
surexprimant la procaspase-2S.210212 finalement, le rôle de la caspase-2L dans la
cascade des caspases est loin d’être élucidé.
10. PERTiNENCE DU PROJET
La surexpression de la procaspase-2S, dans la lignée monocytaire U937
exposée à des substances génotoxiques, conduit à l’inhibition sélective de la
condensation de la chromatine, de l’extemalisation de phosphatidylsérines à la
membrane et de la formation de corps apoptotiques, soulignant ainsi la complexité
des rôles anti-apoptotiques assumés par cette caspase.2°8 Les implications
physiologiques de ces propriétés inhibitrices de la procaspase-2S sont
considérables. L’exposition à la membrane de phosphatidylsérines est primordiale
pour l’élimination rapide des corps apoptotiques par les cellules phagocytaires
environnantes.3’213 Ce processus permet aussi d’éviter une réponse inflammatoire
de l’organisme au site de la mort de la cellule en diminuant l’expression de gènes
de cytoldnes pro-inflammatoires par les cellules phagocytaires professionnelles et
en augmentant celle des gènes des cytokines anti-inflammatoires.214 Ainsi, la
phagocytose des corps apoptotiques permettrait aux cellules immunocompétentes
d’entrer en contact avec les antigènes du soi dans un contexte où la modulation de
l’expression des cytoltines pro- et anti-inflammatoires permet d’inhiber une
éventuelle réaction immunitaire. Par conséquent, cela pourrait conférer
vraisemblablement un rôle au processus apoptotique dans la reconnaissance du soi
au cours du développement.26
De plus, l’augmentation de l’ARNm de la procaspase-2S a été observée in
vitro dans quelques lignées cellulaires exposées à des agents génotoxiques’69’’,
ainsi qu’in vivo dans les cellules mousseuses dérivées des macrophages
(macrophage-derived foam ceils) retrouvées au niveau des plaques
athérosclérosiques.’9° L’accroissement de la procaspase-2S anti-apoptotique
pourrait, dans le premier cas, contribuer au développement de certains effets
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secondaires associés aux traitements chimiothérapeutiques, dont la résistance de
cellules cancéreuses aux substances toxiques utifisées. Dans le second cas, cette
isoforme pourrait globalement favoriser la survie des cellules mousseuses dérivées
des macrophages exposées à divers agents cytotoxiques produits dans
l’environnement des plaques d’athéroscléroses. Il sera donc intéressant, dans ces
contextes, de mieux comprendre le ou les mécanismes d’inhibition particuliers à la
procaspase-2S.
Une étude a permis de mettre à jour un mécanisme par lequel la
procaspase-2S exerce ses fonctions anti-apoptotiques, soit une inhibition partielle
de l’activation de la caspase-2L.209 Cependant, il semble, au travers du phénotype
complexe induit par la surexpression de la procaspase-2S dans les cellules U937,
que les activités anti-apoptotiques de la procaspase-2S se déroulent aussi à d’autres
niveaux. L’inhibition de l’activité de la caspase-3 et, conséquemment, de l’action
de certaines protéines dont l’activation est dépendante de la caspase-32°,
apporterait une explication plausible aux transformations biochimiques et
morphologiques associées à l’apoptose altérée dans les cellules U937 surexprimant
la procaspase-2S.
Nos travaux présentés dans ce mémoire démontrent qu’il existe une
interaction entre la procaspase-2S et la procaspase-3 dans les cellules Namaiwa,
d’origine monocytaire, lorsque la procaspase-2S est surexprimée. Cette interaction
prévient l’activation de la caspase-3 et, conséquemment, empêche entre autres la
formation des corps apoptotiques dans les cellules Namaiwa exposées à un agent
endommageant l’ADN. Ces résultats contribuent à mieux définir les cibles de la
procaspase-2S et ses mécanismes inhibiteurs de la cascade apoptotique.
11. HYPOTHÈSE
La surexpression de l’isoforme de la procaspase-2S dans les cellules
humaines leucémiques prévient la formation des corps apoptotiques par son
interaction avec la procaspase-2L etjou la procaspase-3, altérant l’activation
dépendante des caspases de protéines kinases associées à la formation des corps
apoptotiques.
12. APPROCHES EXPÉRIMENTALES
Nous utilisons comme modèle cellulaire, la lignée monocytaire humaine
Namaiwa, originaire d’un lymphome de Burkitt. Cette lignée cellulaire est utilisée
depuis longtemps dans le domaine de la cancérologie et dans le laboratoire21516, et
constitue un modèle de choix pour les études sur l’apoptose. Cette lignée est
transfectée à l’aide du vecteur d’expression épisomale pCEP4-HA-CASP-2S afin de
surexprimer la protéine HA-procaspase-2S. L’épitope HA facilite
l’immunodétection et l’immunoprécipitation de la procaspase-2S en raison de la
faible immunoréactivité des anticorps dirigés contre cette protéine qui sont
actuellement disponibles commercialement.
L’étoposide constitue l’agent inducteur de l’apoptose. Les
épipodophyllotoxines, telles que l’étoposide, sont communément prescrites pour la
chimiothérapie de certains cancers. Elles induisent des bris double brin dans la
molécule d’ADN en stabilisant un intermédiaire transitoire d’une réaction
enzymatique effectuée par la topoisomérase de type II au cours de laquelle
l’enzyme est liée de manière covalente à l’extrémité 5’ du duplex d’ADN. Par
ailleurs, l’étoposide est utilisée depuis plusieurs années dans de nombreuses études
sur l’apoptose (revu dans 217).
Les effets de la procaspase-25 sur l’apoptose induite par l’étoposide dans
notre modèle cellulaire sont d’abord analysés de visu en microscopie à
fluorescence, ce qui nous permet de suivre les changements morphologiques
typiques de la cellule apoptotique tels que la condensation cellulaire et de la
chromatine, le bourgeonnement de la membrane plasmique et la formation des
corps apoptotiques. Ce dernier processus est quantifié dans le temps par
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cytométrie de flux en comparant la taffle et de la granulosité des cellules suivant
leur exposition à l’étoposide.
Au niveau biochimique, les effets de la surexpression de la procaspase-2S
dans les cellules Namaiwa en apoptose induite par l’étoposide sont étudiés à l’aide
de techniques d’immunobuvardage (Western Blot) destinées à apprécier
l’activation par clivage de quelques procaspases impliquées dans la cascade
apoptotique ainsi que des principales protéines kinases responsables des
changements morphologiques. De plus, la fragmentation interriucléosomale de
l’ADN, une caractéristique apoptotique reconnue, est étudiée par électrophorèse
sur gel d’agarose afin d’apprécier la fragmentation, ainsi qu’à l’aide d’une
technique sur filtre permettant de quantifier le phénomène.
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13.1 ABSTRACT
Procaspase-2S has been reported to selectively prevent membrane blebbing
and apoptotic body formation in human monocytic-like leukemic U937 ceils after
etoposide (VP-16) treatment (Droin et al., Oncogene 20, 260-269, 2001). Here, we
show that procaspase-2S overexpressed in human B lymphoma Namaiwa ceils
inhibits procaspase-3 processing and activation, preventing cleavage and
activation of Rho GTPase-associated ROCK-1 kinase. Failure of ROCK-1
activation in Namaiwa ceils correlates with a sustained delay in the appearance of
membrane blebbing and apoptotic body formation after VP-16 treatment.
Reciprocal coimmunoprecipitation experiments indicate that procaspase-2S binds
to procaspase-3, but not procaspase-2L and -9 in untreated and VP-16-treated
Namaiwa ceils. These data suggest that procaspase-2S-mediated anti-apoptotic
effects are associated with inhibition of the processing and activation of
procaspase-3 in VP-16-treated ceils.
13.2 KEYWORDS
VP-16; Caspase; ROCK-1; Apoptosis
ABBREWATIONS
Ac-DEVD-AMC, acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methylcoumarin; Ha-tag,
hemaggiutinin epitope Tag sequences; His-tag, histidine Tag sequences; PAK2,
p21-acdvated kinase; ROCK-1, Rho-associated kinase 1; SDS-PAGE, sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis; VP-16, etoposide; z-VDVAD
AfC, benzyloxycarbonyl-Val-Asp-Val-Ma-Asp-7-amino-4-
trifluoromethylcoumarin.
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13.3 INTRODUCTION
Programmed cd death or apoptosis is a well-known process that plays an
essential role in development and tissue homeostasis, while its dysregulation is
associated with various diseases, including cancer (1). Apoptosis is also a ceil
death mechanism triggered in cancer cefis by cytotoxic dnags currently used in
cancer chemotherapy (2-4). Apoptotic ceils show stereotypical morphologic
changes, including ceil shrinkage, the convolution of plasma and nuclear
membranes into blebs ultimately producing apoptotic bodies, chromatin
condensation, and DNA digestion into high molecular weight and
oligonucleosome-sized DNA fragments (5, 6).
This death process usually requires the activation of a series of cysteine
aspartate-specific proteases referred to as caspases (7). The caspases are produced
as zymogens, known as procaspases, that reqiilre proteolytic cleavage and
assembly to generate an active endopeptidase. A schematic view of the proteolytic
cascade activated during apoptosis involves caspases with a long prodomain
(caspase-2, -8, -9, -10) as initiator enzymes that cleave and activate effector
caspases with a short prodomain (caspase-3, -6, -7). In mm, these effector caspases
can cleave and activate hiltiator caspases, provoking feedback amplification loops.
Activation of the caspase proteolytic cascade ends wkh the cleavage of various
cytosolic, cytoskeletal, nuclear and other cellular compartment proteins, resulting
in systemic and orderly morphological changes with the eradication of ceils
undergoing apoptosis (8-12).
Essential feamres of apoptosis are the formation of membrane blebs and
ceil dismantling, evoking the release of apoptotic bodies. These membrane-bound
apoptotic bodies package ceil remains, cellular organeiles and fragments of
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condensed chromatin that will be recognized and engulfed by neighbouring and
specialized ceils. Caspase inhibition has been showu to inhibit apoptotic body
release (13), and futher studies have revealed that membrane blebbing and
apoptotic body formation require important cytoskeleton remodeling (14, 15).
Upon cleavage by caspase-3, protein kinases associated to the Rho GTPase family,
including ROCK-1 (Rho-associated kinase 1) and PAK2 (p21-activated kinase),
acquired a new function that leads to actin stress fibre remodeling, provoking
actin-myosin contractile force and disassembly (16-19).
Recently, by analyzing the protective effect mediated by the short ïsoform
of CASP-2 gene, referred as procaspase-2S, we reported that its overexpression
selectively prevented some phenotypic aspects of apoptosis, including membrane
blebbing and apoptotic body formation in human monocytic-like leukemic U937
ceils after etoposide (VP-16) treatment (20). To better understand the
mechanisms by which procaspase-2S mediates its protective effect on membrane
blebbing and apoptotic body formation, in this study we have derived an
additional ceil lime expressing procaspase-2S bearing an hemagglutinin (HA)
epkope tag to facifitate its detection and immunoprecipitation. We show that HA
procaspase-2S, overexpressed in human B lymphoma Namaiwa celis, binds to and
inhibits endogenous procaspase-3 processing and activation, preventing ROCK-l
cleavage and activation. Our data suggest that inhibition of ROCK-1 activation
provokes a sustained delay of membrane blebbing and apoptotic body formation
after VP-16 treatment.
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13.4 MATERIAIS AND METHODS
Qiemicals. The radioactive precursor [2-’4C]-thymidyne (59 mCiJmmol) was
obtained from ICN BioMedicals (Costa Mesa, CA). VP-16 and Hoescht 33342
were procured from the Sigma-Mdrich Company (St. Louis, MO). The fluorogenic
peptide derivatives acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methylcoumarin tAc
DEVD-AMC) and benzyloxycarbonyl-Val-Asp-Val-Ala-Asp-7-amino-4-
trifluoromethylcoumarin (z-VDVAD-AFC) were acquired from Calbiochem
Novobiochem Corporation (San Diego, CA). Ml other chemicals were of reagent
grade and purchased either from the Sigma-Aldrich Company, ICN BioMedicals
or other local sources.
Ceil culture, transfection, drug treatment and DNA Jabeling. The human B
lymphoma Namaiwa ceil lime obtained from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA) was grown in suspension at 37°C under 5% CO in
RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum,
2 mM glutamine, 100 U/ml penicifiin and 100 .ig!ml streptomycin (Gibco-BRL
Life Technologies, Grand Island, NY). Human procaspase-2S cDNA was amplified
from pTarget-ProCasp-2S vector (20), using specific adapter primers containing
NotI sequences at the ATG start codon and TAA stop codon. The amplified
fragment was first cloned in pCR2.l-Topo vector (TA cloning system; Invitrogen,
San Diego, CA), sequenced, and then subcloned at the NotI restriction site in the
eucaryotic expression vector pCEP4 (Invitrogen) that had been modffled to
include hemaggiutinin epitote Tag sequences (FIA-tag) and Kosak consensus
sequences (21). Purified pCEP4 (mock vector) and pCEP4-HA-ProCasp-2S vectors
were transfected in ceils by electroporation at 0.27 kVolts (Gene Pulser, BioRad,
Hercules, CA) and grown under hygromycin selection at 1.5 mg/ml for 2 to 3
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months to obtain stable limes prior to performing the experiments. Exponentiaily
growing ceils were used in ail experiments at a concentration of 5 x l0 cells/ml.
They were treated with VP-16 at a concentration of 50 1iM. For DNA labeling, the
ceils were grown with [‘4C]-thymidyne (0.02 tCiJm1) for 24 h, then chased
overnight in isotope-free medium prior to dnag treatment (4). V
Analysis of DNA fragmentation. The ldnetics of DNA fragmentation were
monitored and quantitated by DNA ifiter elution assays (4). The resuits are
expressed as the percentage of DNA fragmented in treated ceils compared to DNA
fragmented in untreated ceils, according to the formula (F-Fo/l-Fo) x 100, where F
and Fo represent DNA fragmentation in treated and untreated ceils, respectively
(4). To visualize oligonucleosome-sized ONA fragmentation, cellular DNA was
extracted and DNA electrophoresis was performed on 1.6% agarose gel in Tris
acetate buffer (pH 8.0) prior to etifidium bromide staining (4).
Caspase activities. Control and drug-treated ceils were homogenized at 4C for 30
min in lysis buffer containing 100 mM Hepes (pH 7.5), 5 mM EDTA, 5 mM DIT,
20% glycerol and 0.1% NP-40. The samples were centrifuged (10,000 g for 10 min
at 4°C), and supematants coilected. Caspase activity was measured by monitoring
fluorescence continuously in a dual luminescence IS 50B fluorometer (Perltin
Elmer) at an excitation wavelength of 380 nm and an emission wavelength of 460
nm for the substrate Ac-DEVD-AMC, and at an excitation wavelength of 400 nm
and an emission wavelength of 505 nm for the substrate z-VDVAD-AFC.
Reactions were conducted in cuvettes, and temperamre was maintained at 37°C
with a water-jacketed sample compartment. DEVDase and VDVADase activities
were smdied in reaction buffers containing 100 mM Hepes (pH 7.5), 100 mM
NaC1, 10% glycerol, 0.1% CHAPS, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, 200 1iM fluorogenic
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peptide substrates and 200 .ig cdl extracts, and 100 mM MES (pH 6.3) 100 mM
NaCI, 10% glycerol, 0.1% CHAPS, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, 200 1iM fluorogenic
peptide substrates and 200 j.ig ceil extracts, respectively. Enzyme activides were
determined as initial velocities (relative intensity min’mg).
Morphologic analysis. Nuclear chromatin was stained with Hoechst 33342 for 30
min at 37°C to identifr morphologic changes by fluorescence microscopy. Images
were generated with a Nikon Opdphot-2 microscope equipped with a
thermoelectrically-cooled CCD camera (Model DC33OE, DageMTI Inc., Michigan
City, IN) and Clemex Vision software (Version 3.0.036, Clemex, Longueufi, QC,
Canada). Flow cytometry monitoring of granularity and size was performed on a
Coulter EPICS XL-MLC Flow Cytometer.
Western blots and immunoprecipitation experiments. To prepare total protein
extracts, ceils were washed twice in PBS and homogenized in lysis buffer
containing 50 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaC1, 1% NP-40, 5mM EGTA, 4 mM
DTT, 1 mM sodium orthovanadate, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM
sodium pyrophosphate and a cocktail of protease inMbitors (CompleteTM, Roche
Molecular Biochemicals, Lavai, QC, Canada) at 4°C for 30 mm, centriffiged, and
the supernatants collected. For coimmunoprecipitadon experiments, 5% BSA
(w/v) was added to lysis buffer, and the supernatants were incubated overnight
with primary antibodies (10 gJm1) at 4°C. Immunocomplexes were captured with
a protein A- and G-Sepharose mixture followed by several washes prior to sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The primary
antibodies included anti-HA mouse monoclonal antibody (clone 12CA5, Roche
Molecular Biochemicals), and-His peptide-tag polyclonal andbodies (H-15, Santa
Cmz Biotechnology), anti-caspase-2 mouse monoclonal (clone G310-l48, BD
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Biosciences) and rabbk polyclonal antibodies (GA-325, Biomol Research
Laboratory), anti-caspase-3 rabbk polyclonal (556425, BD Biosciences) and mouse
monoclonal antibodies (C92-605, BD Biosciences), anti-caspase-7 mouse
monoclonal antibody (556541, BD Biosciences), anti-caspase-6 mouse monoclonal
antibody (68041A, BD Biosciences), anti-caspase-9 mouse monoclonal antibody
(551246, BD Biosciences), anti-PAK1/PAK2 rabbit polyclonal antibody (557053,
BD Biosciences), anti-ROCK-l mouse monoclonal antibody (clone 46, BD
BioSciences), anti--actin mouse monoclonal antibody (clone AC-40, Sigma), and
nonspecific normal rabbit and mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology) as controls.
The secondary antibodies were horseradish peroxidase-conjugated sheep anti
mouse 1g and donkey anti-rabbit Ig detected by enhanced chemiluminescence
using regeants from Amersham Life Science.
Recombinant His-procaspase-2S protein and in vitro cell-free assay. EcoRf and
Xhollinker sequences were added to the human procaspase-2S cDNA by PCR, at
the ATG start codon and the TAA stop codon, respectively. The PCR products
were ftrst inserted in the pCR-Topol vector (In Vitrogen) and then subcloned in
the bacterial expression vector pET-30a (÷)-His8-Tag (Novagen). Proteins were
produced in Rschei*hia coliBL2l(DE3) induced for 15 h at 100 1iM IPTG at room
temperamre. Bacteria were collected by centrifugation and resuspended in 5 mM
imidazole, 0.5 M NaC1, 20 mM Tris-HC1 (pH 7.9) and samples were sonicated on
ice. Following centrifugation (12 000 X g, 20 mm) bacterial lysates were applied to
a charged and equilibrated Chelating Sepharose chromatography column
(Amersham-Pharmacia Biotech). Columns were washed with 10 vol of 5 mM
imidazole, 0.5 mM NaC1, 20 mM Tris-HC1 (pH 7.9), 6 vol of 50 mM imidazole, 0.5
mM NaC1, 20 mM Tris-HC1 (pH 7.9), and the bound protein eluted with 6 vol of
1.0 M imidazole, 0.5 mM NaC1, 20 mM Tris-MCi (pH 7.9). Proteins were
36
concentrated and dialyzed several time using CentriconR Plus-20 centrifugal
device (Millipore) and SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and Coomassie
Blue R-250 staining (flot shown) determined purky of purified proteins.
for the in vitro cell-free assay, ceil extracts were generated from U-937
celis as described elsewhere (22-24). Briefly, 2 x 108 ceils were swelled for 20 min
on ice, in a ceil extraction buffer containing 20 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 10
mM KC1, 1.5 mM MgCb, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 100 mM PMSF,
10 pg/ml leupeptin and 2 .tg/ml aprotinin prior to dounce-type ceil
homogenization. After centrifugation at 15,000 x g for 15 min at 4°C, the
supematants were collected. These extracts (200 ig cell-free extract per assay)
were incubated in the presence or absence of 50 j.tg/ml cytochrome c and 1.0 mM
dATP (to promote caspase activation), in the absence or presence of 1.0 ag
recombinant His-procaspase-2S protein. Immunoprecipitation experiments were
performed incubating the extracts with anti-His peptide-tag polyclonal antibodies
at 4°C for 15 h. Immunocomplexes were capmred with a protein A- and G
Sepharose mixture followed by several washes prior to sodium dodecyl suifate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).
13.5 RESULTS
Stable procaspase-2S overexpression in Namaiwa ceils inhibits caspase activation
and DNA fragmentation induced by VP-16. Human B lymphoma Namaiwa ceils
are MgMy sensitive to DNA damage and rapidly die by apoptosis after short
treatment with DNA-damaging agents like VP-16, a DNA topoisomerase II
inlilbitor. The apoptotic death of these ceils is associated wkh rapid activation of
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the proteolytic caspase cascade, ONA fragmentation, and the typical
morphological changes of apoptotic ceil death (24, 25). To further study the role
of the short isoform of CASP-2 gene, stable transfected Namaiwa ceils expressing
HA-procaspase-2S were derived (Fig. la). After \TP-16 treatment, procaspase-2S
overexpression wealdy delayed procaspase-2L activation (Fig. lb), measured by
disappearance of die precursor protein, but surely slowed procaspase-3 activation
(Fig. ic), measured by disappearance of the precursor protein at 32 kDa and the
appearance of the active p17 cleavage fragment (26, 27), compared to control
empty vector-transfected ceils. Similarly, the ldnetics of both caspase-2L-fflce
(VDVADase) and caspase-3-like (DEVDase) activities were retarded in Namaiwa
ceils overexpressing procaspase-2S compared to control ceils after VP-16
treatment (Fig. ld). The kinetics of ONA fragmentation, visualized by agarose gel
electrophoresis and ethidium bromide staining (Fig. le), and quantitated by ONA
elution assay (Fig. 1f), were negligible for die first $ h after ‘[P-16 treatment in
ceils overexpressing procaspase-2S compared to control ceils, suggesting that
caspase-3 like activation is required for ONA fragmentation in Namaiwa ceils.
Procaspase-2S overexpression prevents membrane blebbing and apoptotic body
formation in Namalwa ceils. It has been reported previously that procaspase-2S
overexpression selectively delays chromatin condensation, membrane blebbing
and apoptotic body formation in U937 ceils after ‘[P-16 treatment (20). To explore
die effect of procaspase-2S overexpression in Namaiwa ceils, the ldnetics of
chromatin condensation and the appearance of membrane blebbing and apoptotic
body formation were first investigated by Hoesclit 33342 staining and microscopy
analysis. Stereotypical morphologic modifications, including global cellular
shrinkage, membrane blebbing, nuclear condensation and ceil breakdown into
apoptotic bodies, were observed in Namaiwa ceils rapidly after ‘[P-16 treatment
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(Fig. 2a; left panels). In contrast, these events were heavily retarded in ceils
overexpressing procaspase-2S (Fig. 2a; right panels). Flow cytometry was then
used to monitor granularity and size of the ceils after VP-16 treatment. Both
granularity and size scatters decreased more rapidly in Namalwa compared to
Namaiwa overexpressing procaspase-2S (Fig. 2b). These experiments confirmed
that apoptotic body formation was signiftcantly delayed in procaspase-2S-
overexpressing Namaiwa ceils, in accordance with previous observations in U937
celis (20).
ROCK-1 kinase activation is inhibited in procaspase-2S-transfected Nama]wa
celis. Several protein kinases linked to the Rho GTPase family associated with
cytoskeleton remodeling participate in membrane blebbing and apoptotic body
formation during apoptosis, including PAK2 and ROCK-1. (16-19). Active
fragments of these kinases acquire new functions upon activation mediated by
caspase-3 cleavage during apoptosis. To examine the procaspase-2S-mediated
effect on PAK2 and ROCK-1 activation, the kinetics of their cleavage were
monitored in empty vector-transfected and procaspase-2S-Namalwa ceils after
VP-16 treatment (Fig. 3). PAK2 cleavage was indirecdy measured by the
disappearance of native 62-kDa protein (Fig. 3a), while ROCK-1 activation was
observed by cleavage of native 160-kDa protein into the active 131-kDa fragment
(Fig. 3b). PAK2 was weakly processed in control Namaiwa ceils and procaspase-2S
overexpression granted weak protection from PAK2 cleavage 30-h after VP-16
treatment (Fig. 3a). In contrast, ROCK-1 cleavage was observed as soon as 4-h in
control Namaiwa ceils afrer VP-16 treatment and protection was much more
pronounced for ROCK-1 cleavage in procaspase-2S-Namalwa ceils (Fig. 3b). These
resuits pinpointed the procaspase-2S-mediated effect on ROCK-1 cleavage and
activation that conelates wkh membrane blebbing and apoptotic body formation
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in Namaiwa ceils. In tum, cleavage and activation of PAK2 that occur only 30-h
post treatment, did flot scem as an early event for membrane blebbing and
apoptotic body formation in Namaiwa oeils.
Procaspase-2S interacts wkh procaspase-3 in Namaiwa ceUs. To determine how
procaspase-2S exerts its inhibiting properties in the apoptotic molecular cascade, a
series of reciprocal coimmunoprecipitation experiments were performed.
Coimmunoprecipitation in ceil extracts obtained from untreated and VP-16-
treated HA-procaspase-2S-Namalwa ceils with anti-HA revealed the presence of
procaspase-3 within the immune complex (fig. 4a, upper panels). To confirm
these resuits, reciprocal experiments were conducted in which procaspase-3 was
immunoprecipitated from the ceil extracts. Analysis of the immune complexes
showed the presence of HA-procaspase-2S co-precipitated with procaspase-3 (Fig.
4a, lower panels). Similar coimmunoprecipitation experiments wkh anti-HA
were undertaken to detect other caspases, including procaspase-2L and —9 (data
flot shown). With the antibodies deployed in these experiments, procaspase-2S
interacted preferentiafly with procaspase-3 compared to procaspase-2L and -9 in
untreated and VP-16-treated Namaiwa ceils. To further conftrm interaction
between procaspase-2S and procaspase-3, an in vitro ceil-free system was
deployed. First, recombinant His-procaspase-2S protein was generated, and
purified protein was added or not, into ceil-free extracts in which procaspases
could be activated by the addition of cytochrome c and dAT? (22-24).
Coimmunoprecipitation performed in cefl-free extracts with anti-His revealed the
presence of procaspase-3 within the immune complex in unstimiilated (minus
cytochrome c/dATP) and stimulated (+ cytochrome c/dATP) ceil-free extracts
(Fig. 4h). Moreover procaspase-2S interacted preferentially with procaspase-3
compared to procaspase-9, -7 and —6 in those ceil-free extracts (Fig. 4h).
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13.6 DISCUSSION
The importance of caspase activation during apoptosis lias become
apparent in die last few years. The caspases participate in a proteolytic cascade
that is activated in response to various stimuli including anticancer drugs, and
resuits in systematic and orderly eradication of the ceil (8-12). Several regulatory
mechanisms of the caspase cascade have been identified, including the induced
proximity model (9), proteolytic activation of inactive zymogens and inhibition by
consenred inhibitors of apoptosis (28), transcriptional regulation and alternative
splicing (29-33), post-translational modifications (34-36), ubiquitination-mediated
proteosome degradation (37, 38) and subcellular compartmentalization (39-42).
GASP-2 gene generates 4 distinct mRNA isoforms, including procaspase-2L
that provokes ceil death, and 3 anti-apoptotic isoforms, procaspase-2S, caspase-2L-
Pro and caspase-2S-Pro (23, 29). Wbile caspase-2L-Pro and caspase-2S-Pro, which
possess only the prodomain of their related isoforms, may act as decoy proteins
that antagonize caspase activation (23), the mechanisms of the procaspase-2S-
mediated anti-apoptotic effect are stifi unclear. Interactions between procaspase
2S and a specific binding protein, named ISBP, lias been proposed to mediate die
survival function of procaspase-2S by preventing procaspase-2L processing and
activation (43). In addition, in monocytic-like leukemia U937 ceils, procaspase-2S
selectively prevents chromatin condensation, membrane blebbing, apoptotic body
formation and phosphatidylserine extemalizadon after VP-16 treatment (20). In
this study, we have derived an additional ceil lime expressing procaspase-2S
bearing an HA-epitope tag, facifitating its detection and immunoprecipitation, to
further elucidate die mechanisms by which procaspase-2S prevents membrane
blebbing and apoptotic body formation after VP-16 treatment.
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Membrane blebbing and apoptotic body formation require important
cytoskeleton remodeling that is under the control of several protein kinases
associated to the Rho GTPase family, including PAK2 and ROCK-1 (16-19). PAK2
mediates cdc42/Rac signa]s by regulating the formation of dynamic peripheral
structures, including focal complexes, membrane ruffles, lameffipodia, and
ifiopodia (44). In tum, ROCK-l, activated by Rho, regiilates ceil migration,
adhesion and phagocytosis processes (45). Upon caspase-3 cleavage during
apoptosis, PAK2 and ROCK-l activities are drastically modified and intensffled.
PAK2 cleavage product generates a constimtively-active fragment that leads actin
stress fibre disassembly (18), possibly by promoting actin-myosin destabifization
and myosin light chain kinase inhibition (46, 47). Therefore, PAK2 was proposed
to be required for final breakdown of apoptotic ceils into apoptotic bodies (19). In
Namaiwa ceils treated with VP-16, cleavage and activation ofPAK2 occurred only
30-h post treatment, suggesting that it is flot an early and essential event for
membrane blebbing and apoptotic body formation in these celis. Cleavage of the
auto-inhibitory domain of ROCK-1 by caspase-3 generates a constimtively-active,
Rho-independent form of ROCK-1. Thus, acdvated ROCK-1 induces ceil
contraction and membrane blebbing through enhanced myosin light chain
phosphorylation, actin filamentous structure stabffization, and promotion of
actin-myosin contractile force (18). ROCK-l activation is also required during
apoptosis for the redistribution of fragmented DNA from the nuclear region to
membrane blebs and apoptotic bodies (1$).
In Namaiwa ceils, procaspase-2S overexpression prevented procaspase-3
processing and activation, subsequent ROCK-1 cleavage and delayed significantly
membrane blebbing and the appearance of apoptotic bodies after VP-l6
treatment. To investigate the mechanisms by which procaspase-2S prevented
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procaspase-3 activation, a series of coimmunoprecipkation experiments were
performed and revealed that procaspase-2S binds to procaspase-3, most likely
preventing its processing and activation. No interaction between procaspase-2S
and procaspase-2L or -9 was detected in Namaiwa ceils by the antibodies used in
this smdy.
Caspase-3 is known as a central player in the proteolytic caspase cascade,
activating other caspases and targeting several substrates, including ROCK-1 (16,
17, 48). Thus, our data suggest that procaspase-2S-mediated anti-apoptotic effects
on membrane blebbing and apoptotic body formation are associated with
inhibition of the processing and activation of procaspase-3 that, in mm, prevent
ROCK-1 activation in VP- 16-treated Namaiwa ceils. Caspase-3 inhibition is also
most likely responsible for other effects mediated by procaspase-2S overexpression
in Namaiwa ceils, including delayed ONA fragmentation. Indeed, caspase-3 was
reported to cleave the inhibitory subunit DFf-45/ICAD, allowing activation of
DFF-40/CAD, a nuclease associated with oligonucleosome-sized DNA
fragmentation during apoptosis (49-5 1). Mthough flot characterized in this smdy,
the effect of procaspase-2S on DNA fragmentation in VP-16-treated Namaiwa
ceils probably resulted from caspase-3 inhibition. In contrast, in U937 ceils,
procaspase-2S did flot prevent DNA fragmentation after VP-16 treatment (20).
These observations suggest that the DNA fragmentation process in Namaiwa ceils
is dependent on caspase activation, while in U937 ceils, the process could 5e
caspase-independent. Several smdies have reported the presence of N-tosyl-L
phenylalanine-cffloromethylketone-, N-tosyl-L-lysinyl-cffloromethy&etone- and
benzyloxy-carbonyl-sensitive serine protease activities in a DNA fragmentation
pathway during apoptosis in a series of ceil unes, including U937 ceils (52-5$), and
a 24-kDa protease that promotes DNA fragmentation has been also purified and
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characterized from U937 ceils (59). Altematively, other endonucleases, including
L-DNase II, AN34 or EndoG could be activated in U937 ceils and are most likely
unaffected by procaspase-2S (60-62).
In Namaiwa ceils overexpressing procaspase-2S, procaspase-2L cleavage
was sligffly inhibked, revealing that procaspase-2S lias only weak inhibitory
effects on procaspase-2L cleavage. However, caspase-2L actMty was much
inhibited in procaspase-2S-Namalwa ceils compared to control Namaiwa ceils
after VP- 16 treatment, suggesting that procaspase-2S could interfere with caspase
2L activity. So far, 3 routes for caspase-2L processing and activation have been
described, a mmor necrosis factor receptor-dependent activation complex
involving TRADD-RIP-RAIDD (63, 64), a caspase-3-independent activation
complex involving PIDD-RAIDD (65-67), and a caspase-3-dependent proteolytic
cleavage and activation pathway (22). In this smdy, no evidence was obtained that
procaspase-2S binds to procaspase-2L and, thus, possibly interferes with the novel
activation complex involving PIDD-RAIDD. However, our resuits do flot permit
to eliminate the possibffity that procaspase-2S binds to cleaved fragments of
caspase-2L and, thus, interferes with its acdvity. In addition, oui data suggest that
the slight inhibition of procaspase-2L processing could resuit from caspase-3
inhibition in Namaiwa ceils. The potential role of ISBP in mediating a survival
function of procaspase-2S by interfering with procaspase-2L processing (43) after
VP-16 treatment was flot addressed in this study.
In conclusion, procaspase-2S overexpressed in human B lymphoma
Namaiwa ceils binds to and inlilbits procaspase-3 processing and activation,
preventing cleavage and activation of ROCK-1. In mm, failure of ROCK-1
44
activation correlates with the sustained delay of membrane blebbing and
apoptotic body formation in Namaiwa ceils after VP-16 treatment.
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13.9 FIGURE LEGENDS
Fig. 1 Effect of procaspase-2S overexpression on VP-16-mediated caspase
activation and DNA fragmentation associted with apoptosis in Namaiwa ceils. a)
Expression of I{A-Casp-2S (36-kDa) in wild-type (Nam) and Namaiwa ceils
transfected with CEP4 (Nam-mock) and CEP4-HA-ProCASP-2S vectors (Nam
HA-Casp-2S). b) Kinetics of procaspase-2L (48-kDa) disappearance, and c)
Procaspase-3 (32-kfla) cleavage into 17-kDa fragment after VP-16 (50 pM)
treatment. HA-Casp-2S migrated as a 36-kDa protein in the Nam-HA-Casp-2S
ceils. Representative of 4 independent experiments. d) Kinetics of caspase-2L
(VDVADase activity; upper panel) and caspase-3 (DEVDase activity: lower panel)
after VP-16 (50 1iM) treatment. Open (Nam-mock) and filled (Nam HA-Casp-2S)
bars represent the means ± SE of at least 3 independent expedments. e) Kinetics
52
of DNA fragmentation visua]ized by agarose gel electrophoresis and ethidium
bromide staining, and f) quantitated by DNA ifiter elution assay after VP-16 (50
iM) treatment. Points and bars represent the means ± SE of 3 independent
experiments. Symbols are: (D) Nam-mock; (.)Nam-HA-Casp-2S.
Fig. 2 Morphological consequences of procaspase-2S overexpression in Namalwa
celis after VP-16 treatment. a) The kinetics of morphological changes were
assessed by Hoescht 33342 staining (magnification X400), and b) the kinetics of
ceil size and granularity were monitored by flow cytometry at various times after
VP-16 (50 1iM) treatment. In b), the percentage of ceils in the upper (N: normal
sized ceils) and lower (A: apoptotic ceils) panels are indicated.
Fig. 3 Procaspase-2S-mediated effect on caspase-dependent PAK2 and ROCK-1
deavage and activation in Namalwa cefls. a) Kinetics of PAK2 (62-kDa)
disappearance, and b) ROCK-1 (160-kDa) cleavage into 131-kDa fragment after
VP-16 (50 pM) treatment in Nam-mock and Nam-HA-Casp-2S ceils. In a) -actin
expression (45-kDa) is shown as the control. Representative of 3 independent
experiments.
fig. 4 Procaspase-2S interacts with procaspase-3 in Namalwa ceils. a) Reciprocal
coimmunoprecipitation (IP: HA; IP: casp-3) experiments on untreated (0) and VP
16-treated (50 jiM; 5 h) Nam-HA-Procaspase-2S ce]]s. Western blots (WB) were
revealed with anti-HA and anti-caspase-3 antibodies and enhanced
chemiluminescence reacdon. Nonspecific normal mouse and rabbit IgG were used
for immunoprecipkation as controls, and total cellular extracts were mn on SDS
PAGE to position HA-Casp-2S (36-kDa) and procaspase-3 (32-kfla).
Representative of 3 independent experiments. b) Recombinant His-procaspase-2S
53
protein interacts with procaspase-3 in a cell-free assay. U-937 cell-free extracts
were incubated in the absence or presence of purifted recombinant His
procaspase-2S protein with or without cytochrome c/dATP.
Immunoprecipitations (IP) were performed using anti-His and Westerns blots
(WE) were revealed with anti-caspase-3, -7, -6 and -9 antibodies and enhanced
chemiluminescence reaction.
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14. DISCUSSION
Les caspases sont généralement associées au processus de mort cellulaire
programmée chez les organismes multicellulaires, incluant les animaux; elles
participent à une cascade protéolytique initiée à la suite de plusieurs stimuli,
incluant les drogues utifisées dans la chimiothérapie du cancer, qui conduira
globalement à l’élimination de la cellule compromise dans cette voie
signa1étique.534 Actuellement, la moitié des procaspases identifiées, soit les
procaspases-2, -3, -6, -7, -8, -9 et -10, tiennent un rôle actif reconnu dans le
processus apoptotique. Les caspases sont exprimées sous forme de zymogène, ou
procaspase, inactif nécessitant leur protéolyse afin de générer la forme active de
l’enzyme.62 Plusieurs mécanismes de régulation intrinsèques à la machinerie
apoptotique contrôlent la cascade des caspases et préviennent l’activation fortuite
de celle-ci: l’activation induite par la proximité des procaspases résultant du
recrutement de celles-ci à des protéines adaptatrices par l’entremise des motifs
d’interaction protéine-protéine CARD ou DED87, l’activation protéolytique des
procaspases ayant une spécificité catalytique plus large (effectrices) par des
caspases à l’action plus restreinte (initiatfices)’°3 et l’inhibition par des inhibiteurs
naturels des caspases, conservés au ifi de l’évolution.232 Ceux-ci incluent les
protéines lAPs, caractérisées par une structure contenant au moins un motif BIR
permettant d’interagir avec les caspases et d’inhiber leurs activités (revu dans )
ainsi qu’une protéine homologue inactive des caspases-8 et -10, c-fLIP, qui agirait
comme un inhibiteur compétitif empêchant le recrutement et l’activation de ces
caspases aux domaines cytosoliques des récepteurs de mort cellulaire.2 D’autres
mécanismes, ceux-ci plus généraux, comme les modifications post
traductionnelles’72, la compartimentation sub-cellulaire76’78”73’76 et la
59
dégradation protéosomal&78 contribuent aussi à garantir une réponse apoptotique
adéquate.
Des mécanismes encore plus complexes interviennent en réponse aux
multiples situations physiologiques rencontrées par l’organisme multicellulaire
durant son existence. La régulation de la transcription des gènes de certaines
procaspases est essentielle au cours du développement des mammifères? Par
exemple, l’expression du gène de la caspase-2 dans les cellules de la rétine du rat
va grandement varier temporellement pour arborer un patron d’expression
spécifique au type cellulaire et au niveau de différentiation de celles-ci)7’ Par
ailleurs, on pourra observer une augmentation de la transcription des gènes des
caspases-2 et -3 dans certaines cellules tumorales exposées à des substances
cytotoxiques, une caractéristique qui permettra de prédire la sensibilité cellulaire à
ces substances.’69 Enfin, l’épissage alternatif de 1’ARNprém de plusieurs caspases va
mener, dans certains cas, à la production d’isoformes qui interviendront de façon
différentes dans la cascade apoptotique, ce qui constitue un autre niveau de
régulation de l’apoptose.’79 L’épissage de l’ARNprém de la caspase-9, par exemple,
produira une courte isoforme, la procaspase-9b, qui va concurrencer l’isoforme
pro-apoptotique, la procaspase-9, pour la molécule adaptatrice Apaf-l et ainsi
compromettre l’activation de la procaspase_9.8O.8I Plus encore, l’expression
d’isoformes issues de l’épissage alternatif peut dépendre du tissu ou du type
cellulaire examiné. Ainsi, l’isoforme procaspase-9b est principalement retrouvée
dans les muscles squelettiques tandis que la procaspase-9 est ubiquitaire)80”8’
Le gène de la caspase-2 produit quatre isoformes d’ARNm distinctes
incluant la procaspase-2L qui provoque la mort cellulaire ainsi que trois isoformes
aux propriétés anti-apoptotiques, la procaspase-2S, la caspase-2L-Pro et la caspase
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2S-Pro.’87235 Les caspases-2L-Pro et -2S-Pro, qui ne possèdent que les portions
correspondant aux prodomaines des isoformes auxquelles elles sont associées,
interfèrent, à l’instar de la procaspase-9b, avec le recrutement et l’activation
subséquente de la procaspase-2L. Toutefois, le ou les mécanismes par lesquels la
procaspase-2S intervient afin de protéger la cellule de l’apoptose demeurent peu
compris. Une interaction spécifique entre la procaspase-2S et la protéine ISBP
(Ich-]S-bindlngprotein), qui a pour effet d’inhiber partiellement l’activation de la
procaspase-2L, constitue un premier mécanisme.2°9 Par affleurs, la surexpression
de la procaspase-2S, dans la lignée cellulaire monocytaire humaine U937, inhibe
sélectivement certaines transformations typiques de la cellule en apoptose soit la
condensation de la chromatine, la formation des corps apoptotiques et
l’externalisation des phosphatidylsétines à la membrane.2°8 Contrairement aux
isoformes caspase-2L-Pro et caspase-2S-Pro, le domaine catalytique QACRG est
préservé sur la procaspase-2S et celui-ci est essentiel aux effets observés dans les
cellules U937.2°8 De plus, cette portion de la protéine n’est pas requise pour
l’interaction de la procaspase-2S avec la protéine 1SBP208, ce qui suggère l’existence
d’au moins un autre mécanisme d’inhibition pour la procaspase-2S.
Les effets morphologiques de la surexpression de la procaspase-2S dans la
lignée cellulaire Namaiwa, exposée à des doses d’étoposide induisant l’apoptose,
sont sensiblement identiques à ceux observés dans le même contexte dans les
cellules U937, c’est-à-dire une inhibition du bourgeonnement de la membrane
cellulaire et de la formation des corps apoptotiques. Ces deux processus requièrent
une participation active et dynamique du réseau d’actine, de la myosÏne qui va
générer les forces contractiles essentielles au remodelage du cytosquelette
d’actine, le tout sous le contrôle de cascades signalétiques impliquant
particulièrement les protéines kinases PAK2 et ROCK-l. Ces kinases sont deux
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effecteurs guanosine triphosphatases (GTPases) de la famille de la protéine Rho,
jouant des rôles importants dans la régulation du réarrangement du cytosquelette
d’actine associé à certains processus cellulaires normaux. Par exemple, la protéine
PAK2, dont l’activation dépend de la protéine Rac/Cdc42, va soutenir la formation
de structures périphériques dynamiques telles que les complexes focaux
d’adhésion cellulaire ainsi que les structures membranaires d’ondulation (ruffles),
de lamellipodia et de ifiopodia, un rôle qui ne semble toutefois pas dépendre de
l’activité kinase de PAK2.’5’ Quant à elle, la protéine ROCK-1 est activée par la
protéine Rho et associée aux processus de migration, d’adhésion cellulaire et de
phagocytose.’47 Or, dans un contexte apoptotique, les protéines ROCK-l et PAK2,
suivant leur activation par la caspase-3, sont impliquées dans des processus
cellulaires différents.’67 La protéine ROCK-1, suite au clivage de son domaine
auto-inhibiteur par la caspase-3, va générer une forme plus active, indépendante
de l’influence de Rho.’49 Celle-ci va ainsi promouvoir la génération d’importantes
forces contractiles par le réseau d’actine-myosine qui conduira à la formation du
bourgeonnement membranaire et des corps apoptotiques.’49”5° De plus, la protéine
ROCK-1, clivée par la caspase-3, sera nécessaire à la relocalisation de l’ADN
fragmenté de la région nucléaire aux bourgeonnements de la membrane et aux
corps apoptotiques.149 De la même manière, la protéine PAK2, clivée par la
caspase-3, va conduire à la production d’un fragment catalytique constitutivement
actif et indépendant du contrôle de Cdc42/Rac pouvant induire la perte des fibres
de stress et des complexes focaux d’adhésion suivant la déstabifisation du réseau
d’actine-myosine et l’inhibition des forces contractiles.’53’ Puisqu’il a été
montré que l’actine n’était pas une cible précoce des caspases durant l’apoptose2,
on attribue à la protéine PAK2, activée par clivage, un rôle important dans le
désassemblage initial des filaments d’actine conduisant à la désorganisation du
cytosquelette en vue de la maturation complète des corps apoptotiques.’54”67
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La surexpression de la procaspase-2S dans les cellules Namaiwa exposées
à l’étoposide inhibe l’activation de la caspase-3 et, ainsi, compromet les activités de
l’enzyme active. Conséquemment, l’activation de la protéine kinase ROCK-l,
suivant son clivage par la caspase-3, se trouve retardée. L’inhibition soutenue dans
l’activation de ROCK-1 dans un contexte apoptotique, fournit une explication
plausible du retard dans le bourgeonnement de la membrane et de la formation
des corps apoptotiques observé dans notre modèle, ce qui est en accord avec une
série d’études sur le sujet.’47”49’15° Quant à elle, la protéine kinase PAK2 ne semble
pas être impliquée dans les changements morphologiques dans les cellules
Namaiwa exposées à l’étoposide, en dépit des rôles joués par cette protéine dans le
processus apoptotique de plusieurs autres lignées cellulaires.’54”67
Une autre observation faite dans notre modèle cellulaire appuie
l’implication de la caspase-3 dans le phénotype de celui-ci, Soit l’inhibition de la
fragmentation intemucléosomale de l’ADN. Dans de nombreux types cellulaires,
celle-ci serait principalement due à l’inactivation de la protéine DFF45/ICAD
effectuée par la caspase-3’°5, ce qui permet l’activation de la nucléase
DFF4O/CAD’°6 qui, à son tour, viendrait hydrolyser les liens phosphodiesters des
acides nucléiques au niveau des nucléosomes. Ainsi, la surexpression de la
procaspase-2S dans les cellules Namalwa prévient l’activation de la caspase-3 et
par le fait même empêche le processus de fragmentation de l’ADN, possiblement
en ne permettant pas l’activation de la nucléase DfF4O/CAD. Il est toutefois
essentiel de souligner la présence de mécanismes alternatifs permettant la
fragmentation de l’ADN. L’un d’eux impliquerait des protéases à résidu sérine aux
activités sensibles aux N-tosyl-L-phénylalanine-cfflorométhylketone (TPCK)-, N
tosyl-L-Ïysinyl-cfflorométhylketone (TLCK)- et benzyloxycarbonyle.247249 Ce
mécanisme, indépendant de la caspase-3, est retrouvé dans certaines lignées
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cellulaires, dont les cellules U937, et assure probablement la fragmentation
internucléosomale de l’ADN lors de l’apoptose de celles-ci. D’affleurs, on observe
dans la lignée U937 surexprimant la procaspase-2S et exposée à l’étoposide, une
fragmentation de l’ADN identique à celle retrouvée dans les cellules contrôles
malgré l’inhibition du bourgeonnement membranaire et la formation des corps
apoptotiques.208 Il est possible que ce type de mécanisme prévale aussi dans les
cellules MCF-7 apoptotiques traitées avec im inhibiteur chimique spécifique à la
caspase-3 où l’on observe le même phénotype que dans les cellules U937.21 Enfin,
il existe d’autres nucléases dans la cellule qui pourraient participer à la
fragmentation de l’ADN de manière dépendante ou non de la caspase-3, incluant
les L-DNase II, AN34 ou EndoG.749’°25° Il semble cependant que ces dernières
ne puissent pas compenser l’inhibition probable de l’activation DFF4O/CAD dans
les cellules Namaiwa.
Des expériences d’immunoprécipitations réciproques montrent que la
procaspase-2S et la procaspase-3 interagissent. Des expériences similaires ont été
tentées avec la procaspase-2L et -9, sans succès. Par conséquent, l’interaction de la
procaspase-2S avec la procaspase-3 pourrait être spécifique. En somme, il apparaît
que l’interaction spécifique de la procaspase-2S avec la procaspase-3 soit
responsable de l’inhibition de l’activation de la caspase-3 dans les cellules
Namaiwa exposées à des doses d’étoposide induisant l’apoptose. Du coup, la
diminution de la participation de la caspase-3 dans la cascade apoptotique serait
cohérente avec le phénotype obtenu dans notre modèle cellulaire surexprimant la
procaspase-2S. D’une part, la caspase-3 est à l’origine de certaines transformations
apoptotiques dans les cellules Namaiwa telles que la fragmentation
internucléosomale de l’ADN ainsi que le bourgeonnement de la membrane et la
formation des corps apoptotiques. D’autre part, la caspase-3 conduit à
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l’amplification de la cascade protéolytique des caspases puisqu’elle clive et active
directement les autres procaspases.24’ Alors, il est vraisemblable que l’inhibition de
la caspase-3, en plus d’inhiber certains aspects du processus apoptotique, retarde
l’emballement de la cascade signalétique de l’apoptose requis pour mener la cellule
vers l’apoptose. Par affleurs, la caspase-7 partage une spécificité catalytique
similaire à la caspase-3 et pourrait intervenir sur les mêmes cibles qu’elle.25’ Il
semble toutefois que l’activation de la caspase-7 nécessite l’activation préalable de
la caspase-3, ce qui appuie le rôle central de la caspase-3 dans la cascade
apoptotique, du moins dans notre modèle cellulaire.252
La surexpression de la procaspase-2S, suite à l’induction de l’apoptose par
l’étoposide, inhibe aussi l’activité protéolytique de la caspase-2L malgré un clivage
de la procaspase comparable à celui observé dans les cellules normales. Le clivage
de la procaspase-2L peut s’effectuer par la caspase-3’, dont l’activité est inhibée
dans notre modèle cellulaire surexprimant la procaspase-2S. Puisque l’inhibition
du clivage de la procaspase-2L n’est pas observée dans les cellules Namaiwa
exposées à l’étoposide, il semble donc que le clivage de la procaspase-2L soit en
partie indépendant de la caspase-3 dans les cellules Namaiwa.
La caspase-2L peut aussi être activée en amont de la cascade des caspases,
donc indépendamment de la caspase-3, dans un complexe au niveau du récepteur
de mort TNFR1 impliquant la procaspase-2L avec les protéines TRADD, RIP et
RAIDD84’85 ou dans un autre complexe avec les protéines PIDD et
L’importance d’un complexe d’activation de la procaspase-2L en amont de la
caspase-3 a par ailleurs été explorée dans le laboratoire avec les cellules Namalwa
exposées à des agents génotoxiques. Dans cette étude, où l’expression du gène de la
caspase-2 est bloquée par une technique de siRNA, nous avons observé une
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inhibition de la perméabifisation de la membrane mitochondriale, une étape-dé
dans l’initiation de la cascade des caspases et une inhibition de l’activité de la
caspase-3.253 Ces résultats suggèrent que l’activation de la caspase-2L précèderait
l’activation de la voie mitochondriale induite par des agents génotoxiques, en
accord avec les observations faites par d’autres groupes utilisant différentes lignées
cellulaires et stimuli apoptotiques.93’9’2012°3 Gomme il nous a été impossible
d’observer une interaction directe de la procaspase-2S avec la procaspase-2L in
vivo, et puisque la procaspase-2L subit un clivage comparable à celui observé dans
les cellules normales, la surexpression de la procaspase-2S ne semble donc pas
interférer avec la formation des complexes d’initiation de l’apoptose impliquant la
procaspase-2L.
Il existe une possibilité d’interaction de la procaspase-2S avec la protéine
ISBP qui inhibe partiellement l’activation de la caspase-2L.2°9 Cependant, la
protéine ISBP ne peut se lier à la procaspase-2L et rien n’indique que ce
mécanisme se produise in vivo, ce qui laisse plusieurs interrogations concernant la
manière par laquelle la procaspase-2S inhibe l’activité de la caspase-2L. Nous
postulons que la procaspase-2S pourrait détourner les sous-unités clivées de la
caspase-2L et empêcher la formation complète de l’enzyme active, ce qui
permettrait de concifier nos observations dans les cellules Namaiwa, soit la forte
inhibition de l’activité protéolytique de la caspase-2L malgré un clivage de la
procaspase relativement considérable. Malheureusement, les anticorps dirigés
contre la procaspase-2L dont nous disposions ne reconnaissaient pas les sous-
unités de la caspase-2L, ce qui ne nous permet pas de confirmer ces interactions in
vivo.
15. CONCLUSION
La surexpression de la procaspase-2S dans les lignées cellulaires humaines
U937 et Namaiwa exposées à l’étoposide nous dévoile toute la complexité de
l’activité anti-apoptotique de celle-ci. En effet la procaspase-2S prévient
sélectivement certains événements caractéristiques d’une cellule compromise dans
la voie apoptotique de se produire, ce qui implique une inhibition spécifique par la
procaspase-2S de l’activation et de l’activité d’autres caspases. Une schématisation
des niveaux d’action de la procaspase-2S est présentée (Figure 7, page 67).
L’inhibition de la caspase-3, conduit à de lourdes conséquences pour la
cellule en processus de mort. En effet, la caspase-3 est un effecteur central dans la
cascade des caspases.4255 Premièrement, la caspase-3 peut cliver le zymogène des
autres caspases et ainsi les activer, ce qui permettra d’amplifier la cascade des
caspases et de mener la cellule vers l’apoptose. Deuxièmement, la caspase-3 est
instigatrice de certains changements morphologiques typiques de la cellule
apoptotique. Son action protéolytique sur la protéine kinase ROCK-1 permet
d’induire la contraction de la membrane cellulaire, son bourgeonnement ainsi que
la formation et la maturation des corps apoptotiques. De plus, on reconnaît à la
caspase-3 la capacité d’activer la nucléase DFF4O/CAD responsable de la
fragmentation internucléosomale de l’ADN, une autre caractéristique propre de la
cellule en apoptose. Or, si l’activation par protéolyse de ces protéines n’a pas lieu,
alors les modifications cellulaires mentionnées seront absentes, ce qui. correspond
au phénotype des cellules Namaiwa surexprimant la procaspase-2S et exposée à
des doses d’étoposide.
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Figure 7: Schématisation des niveaux d’action de la procaspase-2S.
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L’investigation de ce phénomène a permis de suggérer un mécanisme
d’inhibition consistant en l’interaction spécifique de la procaspase-2S avec la
procaspase-3 qui, selon nous, expliquerait l’inhibition de l’activation de la caspase
3 et, conséquemment, de son activité enzymatique. Par ailleurs, la procaspase-2S
inhibe aussi l’activité protéolytique de la caspase-2L. Cependant, l’étude effectuée
ici ne nous permet pas d’entrevoir un mécanisme inhibiteur similaire à celui de la
caspase-3 puisque nos résultats ne montrent pas de liens physiques entre la
procaspase-2S et la procaspase-2L. De plus, le rôle de la caspase-2L dans la cascade
des caspases ne fait pas encore l’unanimité, bien que de nombreuses observations,
faites par nous et d’autres, imputent à la caspase-2L une fonction initiatrice.
Néanmoins, le mécanisme d’inhibition de l’activation de la caspase-3 par
la procaspase-2S décrit dans cet ouvrage s’inscrit dans une démarche menant à une
compréhension accrue des propriétés anti-apoptotiques complexes de cette
isoforme et de son rôle d’inhibiteur naturel de la cascade des caspases. Plusieurs
aspects des activités anti-apoptotiques de la procaspase-2S nous incitent à
envisager une participation considérable de celle-ci à diverses fonctions
biologiques, incluant le développement du système immunitaire, l’inflammation
ainsi que la résistance aux drogues acquise par certains cancers.
16. PERSPECTWES
À court terme:
• La caspase-2S, surexprimée dans les cellules Namaiwa exposée à des doses
d’étoposide permettant d’induire l’apoptose, inhibe l’activité protéolytique de la
caspase-2L bien que le clivage de son zymogène se produise normalement. Il
serait intéressant d’explorer l’hypothèse selon laquelle la caspase-2S se lie aux
sous-unités de la caspase-2L afin de prévenir la formation de la caspase active.
Dans un premier temps, cette étude nécessitera la génération d’anticorps dirigés
spécifiquement contre les deux sous-unités de la caspase-2L. Dans un deuxième
temps, des expériences d’immunoprécipitiations réciproques réalisées avec nos
cellules Namaiwa surexprimant la caspase-2S-HA permettraient de confirmer ou
non si une interaction existe in vivo de la caspase-2S avec les sous-unités de la
caspase-2L. Dans un troisième temps, on pourrait produire les sous-unités de la
caspase-2L en protéines recombinantes afin de développer un essai in vitro pour
définir les conséquences d’une possible interaction de la caspase-2S avec les
sous-unités de la caspase-2L sur la formation de la caspase-2L active.
• La surexpression de la caspase-2S altère l’activation et/ou l’activité des caspases
2L et -3. Il serait intéressant d’évaluer l’effet de la caspase-2S sur d’autres
caspases telles les caspases-7 et -9. La caspase-7 possède une spécificité
enzymatique similaire à celle de la caspase-3, ce qui lui confère un rôle
d’effecteur dans la cascade apoptotique et pourrait vraisemblablement
contribuer au phénotype des cellules Namaiwa surexprimant la caspase-2S
lorsque celles-ci sont exposées à l’étoposide. Il serait donc utile dans cette
optique de réaliser les cinétiques de clivage de la procaspase-7 et de mesurer
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l’activité protéolytique de la caspase-7. Par affleurs, la caspase-9 est une caspase
de premier ordre dans l’initiation de la cascade apoptotique puisqu’elle est
impliquée dans la voie mitochondriale.24’ D’une part, son étude dans notre
modèle permettrait de trancher quant à la nature de la caspase-2L, si elle initie
ou non la voie mitochondriale dans les cellules Namaiwa exposées à l’étoposide.
D’autre part, la possibilité que la caspase-2S puisse interagir avec cette caspase
demeure et pourrait donc être, elle aussi, étudiée par des expériences
d’immunuprécipitations réciproques.
La protéine kinase PAK2 contribue à plusieurs modifications morphologiques
dans divers types de cellules en apoptose, notamment en favorisant la
contraction de la membrane, la désorganisation du cytosquelette ainsi que la
formation des corps apoptotiques.154 Elle ne semble cependant pas être impliquée
dans le phénotype de notre modèle cellulaire. L’utilisation d’un dominant
négatif de PAK2 par le groupe de Rudel a permis de mettre en évidence
l’importance de PAK2 dans certains changements morphologiques
caractéristiques de cellules Jurkat en apoptose’; ce dominant négatif
permettrait aussi d’évaluer les effets de PAK2 dans les cellules Namaiwa.
À moyen terme:
• Le modèle cellulaire que nous avons développé constitue un modèle qui
convient aussi à l’étude de la protéine kinase ROCK-1. dont le retard
d’activation, par le clivage dépendant des caspases, corrèle avec le phénotype de
notre modèle. L’utffisation d’un inhibiteur chimique spécifique à ROCK-l, Y
27632256, permettrait de valider l’importance de la protéine ROCK-l dans les
changements morphologiques des cellules Namaiwa exposées à l’étoposide,
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notamment sur le bourgeonnement de la membrane et sur la formation des
corps apoptotiques. L’étude approfondie des évènements en aval de cette
protéine permettrait de comprendre davantage le rôle des cibles impliquées dans
les changements morphologiques qui lui sont associés. Une approche consisterait
en l’étude des cinétiques de phosphorylation de certaines protéines du
cytosquelettes susceptibles d’être des substrats de ROCK-l telles que l’actine, les
cadhérines, la coffline, la gelsoline, mDial, la MLCK et les spectrines pour ne
nommer que celles-ci, suite à l’induction de l’apoptose à l’aide de l’étoposïde
dans des cellules Namaiwa normales concomitamment avec l’utilisation de
l’inhibiteur Y27632 et des cellules surexprimant la caspase-2S.
À long terme:
• La caspase-2S subit des variations d’expression suivant certaines conditions
physiologiques particulières.’69”9° À partir de ces données, on pourrait
déterminer des conditions physiologiques où les stimuli conduiraient à une
expression optimale de la caspase-2S en évitant l’étape de transfection et de
sélection. Les conséquences possibles qu’entraînerait cette surexpression de la
caspase-2S seraient étudiées du point de vue:
1- De la sensibilité et la résistance aux agents chimiothérapeutiques.
2- Au niveau des effets secondaires qui pourraient être associés à l’inhibition
de la formation des corps apoptotiques, tels l’inflammation, dans un modèle
de tumeur chez la souris.
• À ce jour, il n’existe pas de modèles marins présentant un défaut global dans la
formation des corps apoptotiques et de leur phagocytose. Il serait donc
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intéressant de développer un modèle de souris transgéniques surexprimant la
caspase—2S et d’en étudier les conséquences sur le développement, notamment
sur le développement du système immunitaire et des maladies auto-immunes.
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